esp@cenet document view 



Page 1 of 1 



Neutralisation of the in vitro a>id in vivo toxic properties of TNF-alpha by 
monoclonal antibodies and by fragments derived therefrom. 



Publication number: 
Publication date: 
Inventor: 

Applicant: 
Classification: 
- international: 



- european: 
Application number: 
Priority number(s): 



EP0350690 
1990-01-17 

MOELLER ACHIM DR; EMLING FRANZ DR; 
KURFUERST MANFRED DR; MEYER THOMAS DR 

BASF AG (DE) 

C12P21/06; A61K39/395; A61P7/00; A61P9/00; 
A61P17/00; A61P29/00; A61P37/00; A61P37/08; 
C07K1/22; C07K16/00; C07K16/24; C12P21/08; 
C12P21/06; A61K39/395; A61P7/00; A61P9/00; 
A61P17/00; A61P29/00; A61P37/00; C07K1/00; 
C07K16/00; C07K16/18; C12P21/08; (IPC1-7): 
A61K39/395; C07K15/06 

C07K16/24B 

EP 198901 11538 19890624 
DE1 9883823804 19880714 



Also published as: 

JP2109994(A) 
Fl 893428 (A) 
EP0350690 (A3) 
DE3823804(A1) 



Cited documents: 

3 EP0260610 
¥l EP0355067 



Report a data error here 

Abstract of EP0350690 

Fragments of the monoclonal antibody MAb 195 which are suitable for controlling diseases are described. 
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© Neutralisation der In vitro- und in vivo-toxischen Eigenschaften von TNF-alfa durch monoklonale 
Antlkorper und die davon abgelelteten Fragments. 

© Es werden Fragmente des monoklonalen Anti- 
korpers MAK 195 beschrieben, die sich zur Be- 
kSmpfung von Krankheiten eignen. 
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Neutralisation der In vitro und In vivo toxischen Eigenschaften von TNF-a durch monoklonale Antikdr- 

per und die davon abgelelteten Fragmente 



Die vorliegende Erfindung beschreibt die Ver- 
wendung von von neutraiisierenden anti-TNF-a mo- 
noklonalen Antikorpern abgeleiteten F(ab' )2- und 
F(ab)-Fragmenten zur Neutraiisation der in vitro 
und in vivo toxischen Eigenschaften von TNF-a. 

Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) wurde zuerst 
bei antitumoralen Studien im Serum von M3usen 
gefunden. wobei diese zuerst mit Bazillus 
Calmette-Guerin und anschlietfend mit Endotoxin 
injiziert wurden. (Carswell, E.A. et al; Proc. Natl. 
Acad. Sci., USA (1975), 72: 3666-3670). Diese an- 
fanglichen Untersuchungen am TNF-a lenkten die 
Aufmerksamkeit besonders auf die anscheinend 
selektive Anti-Tumor-Funktion dieses Lymphokins. 
So wurden nekrotische Effekte auf verschiedene 
transplantable Tumore der Maus und cytotoxische 
Aktivitat gegen Tumorzellen in Kultur gefunden 
(Pick, E. Lymphokines (1987), 14: 223-252). 

Neuere Untersuchungen zeigten jedoch. da/J 
TNF-a ein weites Spektrum an biologischen Aktivi- 
taten auf verschiedene nicht maligne Zelltypen hat 
(Pick, E. Lymphokines (1987) 14: 203-223). 

Besonders intensiv wurde die Rolle von TNF-a 
bei Studien zum Schock und bei Gewebeverletzun- 
gen untersucht UrsprOnglich wurde angenommen, 
dafl dies durch einen direkten Effekt des LPS- 
MolekUls hervorgerufen wird. Untersuchungen von 
Cerami et al. in der Ratte zeigten jedoch. datf ein 
Sekretionsprodukt des Makrophagen, nsimlich TNF- 
a. ein wichtiger Mediator des letalen Effektes von 
Endotoxin ist (Tracey, K.J. et al. Science (1986), 
234: 470-474). 

Beutler et al. konnte durch passive Immunisie- 
rung mit einem polyklonalen Antikorper gegen 
TNF-a zeigen, da5 MSuse resistent gegen den 
letalen Effekt von Endotoxin wurden (Science 
(1985) 229: 869-871). Diese Ergebnisse konnten 
mit monoklonaien Antikdrpern in den Tiermodellen 
Maus und Pavian bestStigt werden (Shimamoto, Y. 
et al. Immun. Lett. (1988) 17: 311-318: Tracey, KJ. 
et al. Nature (1987), 330: 662-664). 

Neben dieser zentralen Rolle beim septlschen 
Schock zeigen neuere Untersuchungen das Vor- 
handensein von TNF-a bei Nierenabstoflungen, 
Transplantationen und Schocklunge (acute respira- 
tory distress syndrom, ARDS) (Maury, C.P.J, and 
Teppo. A.-M„ J. Exp. Med (1987) 166: 1132-1137). 
Piguet et al. zeigten, da0 mit einem TNF-a-spezifi- 
schen polyklonalen Antikdrper die Mortality der 
Mause bei der GVHD (graft versus host disease, 
Transplantat-Wirt-Reaktion) stark reduziert werden 
konnte (J. Exp. Med. (1987) 166: 1280-1289). 

Eine weitere Anwendung finden Antiktfrper bei 
der cerebralen Malaria (Grau, G.E., et al. Science 



(1987) 237: 1210-1212). 

In der EP-OS 260 610 ist die Verwendung von 
monoklonaien Antikorpern zum Nachweis und zur 
Bestimmung von TNF-a, zur Bekampfung von 
s Krankheiten und zur Isolierung von TNF-a mittels 
Immunadsorptionschromatographie beschrieben. 

Es wurde nun gefunden, da£ auch die durch 
Spaltung der monoklonaien TNF-o-Antik5rper mit 
Pepsin bzw. Papain erhaltenen Fragmente sehr 
10 gute Eigenschaften besitzen. 

Die Fragmente F(ab und F(ab) wurden nach 
dem Fachman bekannten Methoden hergestellt und 
ihre Eigenschaften unter in vitro- und In vivo-Bedin- 
gungen getestet. 
is m Die Neutraiisation der zytotoxischen Wirkung 
von TNF-a auf L929-Zellen konnte durch die Frag- 
mente erreicht werden. Unter in vivo-Bedingungen 
in der Maus wird eine letale Dosis von TNF-a 
durch die Pepsin- und Papain-Fragmente neutrali- 
st) siert. 

Die hohe Assoziationskonstante (grofier 10 9 I 
pro Mol) und SpezifitSt lassen diese Reagentien 
bei Krankheiten Verwendung finden, wo ein erhoh- 
ter TNF-a-Spiegel eine Rolle spielt. Dabei haben 
25 die Fragmente gegenOber den kompletten Antikdr- 
pern den Vorteil, da/J sie leichter in das Gewebe 
eindringen und im Korper eine reduzierte Immun- 
antwort in 8ezug auf neue Antikorperbildung her- 
vorruft. 

ao Da die erfindungsgemaj3en Fragmente TNF-a 
inaktivieren, kdnnen sie zur Behandlung von Krank- 
heiten eingesetzt werden, bei denen die Konzentra- 
tion an TNF-a im Blut erhSht ist, wie z.B. bei 
septischem Schock. Weiter kann bei folgenden Er- 

35 krankungen eine Behandlung mit den Fragmenten 
angezeigt sein: Transplantationen. GVHD, Allergien, 
Autolmmunkrankheiten, Erkrankungen des rheuma- 
tischen Fonmenkreises, Schocklungen, entzUndli- 
che Knochenerkrankungen, Blutgerinnungsstorun- 

40 gen und Verbrennungen. 

Die folgenden Beisplele sollen die Erfindung 
naher erl§utern. 



In vitro-Neutralisation der zytotoxischen AktivitsK 
von humanem TNF-a 

Die zytotoxische AktlvitSt von TNF-a wurde, 
wie bei Aggarwal et al. (J. Biol. Chem. 1985, 260: 
2345-2354) beschrieben, durch Lyse der Mauszell- 
Linie L929 (ATCC-Nr. CCL1) bestimmt. Bei Versu- 
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chen zur Neutralisation der zytotoxischen AktlvitSit 
von TNF-a durch das F(ab')2- bzw. F(ab)-Fragment 
des monoklonalen Antikdrpers mAK 195 wurde 
eine Konzentration an TNF gewShlt bei der minde- 
stens 90 % der Zeilen lysierten. Die Antikflrper- 
Fragmente wurden in Medium auf eine Konzentra- 
tion von 2 ug/ml eingestellt und in eins zu zwei 
Schritten in Mikrotiterplatten verdOnnt. Zu jeder An- 
tiktfrperfragmentlosung (0,1 mi) wurden 0.05 ml 
rekombinanter TNF (2 ng/ml) gegeben und 2 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieflend erfolgte 
Zugabe von 50 000 L929-Zellen in 0,05 mi Medium 
und nach einer Inkubation von 20-24 h im Brutsch- 
rank bei 37* C wurden die Zeilen fixiert und mit 
Kristaliviolett gefSrbt. 

Der schutzende Effekt der Antikdrperfragmente 
zeigte sich durch die FSrbbarkeit von intakten Zei- 
len. Die Fragmente hemmen die zytotoxische Akti- 
vitat von TNF. 
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In vivo Neutralisation von human TNF-a 

Der schGtzende Effekt der F(ab')2- und F(ab)- 
Fragmente gegen human TNF wurde unter in-vivo- 
Bedingungen in mannlichen Balb/c-Mausen unter- 
sucht 4-6 Wochen aite MSuse wurden randomisiert 
und in Gruppen von 5 bzw. 10 Tieren aufgeteilt. 
Die Substanzen wurden intravenos in die laterale 
Schwanzvene gegeben (Applikationsvolumen 10 
ml/kg). 24 h vor der rhu TNF-o-Applikation wurden 
die Tiere mit LPS 0,5 mg/kg i.v. "geprimed". TNF- 
a und LPS wurden vor der Injektion in Puffer A 
(150 mM NaCI und 0, 18 % Rinderserumalbumin 
(Sigma, RIA-grade)), gel5st. Zur Messung der Neu- 
tralisierung wurde zuerst TNF gegeben, die mAK- 
Fragmente 15-30 min danach. Die TStungsraten 
wurden nach 24 h bestimmt. In diesem Versuch 
zeigen die Fragmente eine starke Neutralisation 
von humanem TNF-a. 
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Antikflrperresten Uber Protein-A Sepharose® fi|- 
triert. 



5 b) Herstellung von Fab-Fragmenten 

Der monoklonale AntikSrper mAK 195 wurde 
bei pH 8,0 in Gegenwart von 0.5M NaCI mit Cystin- 
aktiviertem Papain (10 ug/mg mAb; 4 h; 37* C) 

10 gespalten. Anschlie/tend wurde das Papain durch 
Zugabe von 20 mM Jodacetamid inaktiviert und 
das Gemisch Ober eine Sephacryl® S-200 Gelfiltra- 
tionss£ule (1,5 cm x 75 cm) getrennt Die Fab- 
Fragmente enthaltenden Fraktionen wurden verei- 

15 nigt und zur Entfernung der Fc-Fragmente Ober 
Protein A Sepharose® fiitriert. 

Die Bezeichnungen "Sephacryl" und 
"Sepharose" sind Warenzeichen der Firma Phar- 
macia. 

20 

AnsprUche 

1 . F(ab')2- und/oder F(ab')-Fragmente des mo- 
25 noklonalen Antikorpers mAK 195. 

2. F(ab')2- und/oder F(abyFragmer\te des mo- 
noklonalen AntikQrpers mAK 195 zur Verwendung 
bei der Bek3mpfung von Krankheiten. 
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a) Herstellung von F(ab')2-Fragmenten 
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Der monoklonale Antiktfrper mAK 195 wurde 
bei pH 4,5 in Gegenwart von 0.5M NaCI mit Pepsin 
gespalten (30 tig Pepsin/mg mAb; 90 min; 37* C). 
Ausfallende Fc-Fragmente wurden abzentrifugiert 
und der Oberstand Uber eine Sephacryl® S-200 55 
GelfiltrationssSule (1 ,5 cm x 75 cm) chromatogra- 
phiert Die F(ab' )2-Fragmente enthaltenden Frak- 
tionen wurden vereinigt und zur Entfernung von 
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